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Nel settore della micropropagazione deIle piante arboree da frutto il melo 
(cultivar, portinnesti) ha attirato l'attenzione di molti ricercatori; in numerosi 
lavori son o riportate le condizioni ottimali per l'applicazione di tale tecnica (2, 
4, 10). Son o stati saggiati sia diversi substrati noti che tipi e liveIli di fitorego-
latori per l'induzione di germogli e/o radici (9). Successivamente l'attenzione si 
o concentrata suIl'ottimazione dei rapporti tra i componenti nutritivi costituen-
ti la frazione dei macronutrienti (3) e suIle variazioni del pH del substrato du-
rante la coltura ed i suoi riflessi sulla crescita finale (5); si o analizzato inoltre 
l'effetto della quantita di substrato a disposizione di ogni singolo espianto sul 
coefficiente di proliferazione (5). Non sono state reperite invece informazioni 
suIla composizione minerale degli espianti no sull'interazione tra la composi-
zione minerale deIl'espianto e quella del substrato. 
Scopo della presente indagine o stato quello di verificare sempre per il melo, 
durante la fase di moltiplicazione, nel corso della propagazione <<in vitro» se la 
composizione (in elementi nutritivi) dell'espianto o condizionata dal substrato, 
se nell'ambito dell'espianto esistono zone a diversa composizione chimica ed 
infine, quali sono, nel substrato, gli elementi minerali soggetti a maggiore va-
riazione durante una subcoltura. 
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Materiale e metodo 
Per le prove sano stati utilizzati espianti di mela cv. «Golden Delicious» 
provenienti da due substrati PM (3) ed MS (6). 
Nella tabella 1 sano riportate la concentrazione salina totale (mMo!) e la di-
stribuzione percentuale dei diversi nutrienti minerali (considerati allo stato di 
elemento) da cui si evidenzia la diversita dei due mezzi di coltura utilizzati per 
il presente studio. 
Il PM, oltre ad avere una concentrazione salina piu bassa rispetto all'MS 
(62,7%), presenta una diversa distribuzione percentuale degli elemenÚ minera-
li, e risulta relativamente malta piu ricco in fosforo (262, 8%) ed in ferro (357, 
7%). Sono inoltre modificati gli equilibri nutrizionali: il rapporto N:P:K nel 
PM risulta 8,9:1:8,5 mentre nell'MS si sposta su 21,8:1:20,3; nei microelementi 
il Fe, che nel primo substrato e in rapporto 3,7:1 con l'Mn, nell'MS inverte 
addirittura le tendenze per scendere a 0,76:1. 
I germogli gia condizionati sano stati posti rispettivamente in PM, MS ed 
MS tamponato con 1 mMol di sodiocitrato - sodioidrato (secando s.P. Soren-
sen) (1). 
In tutti e tre i substrati a confronto, si sano aggiunti, in egual misura (ppm) 
mio-inositolo 500, tiamina 0,1, acido ascorbico 10, saccarosio 30 gr/l, agar di-
fco 4,2 gr/l e BAP 5 /1 Mol. 
Il pH della soluzione e stato portato al valore di 5,5 con NaOH IN prima 
della sterilizzazione effettuata in autoclave a 120' per 10'. 
Sano stati utilizzati 15 vasi di coltura per ogni tesi, di 500 mI di volume, 
contenenti ciascuno, approssimativamente, 65 mI di substrato e 10 espianti ad 
asse singa lo. 
Dopo una subcoltura di 45 giomi si e effettuato il prelievo del materiale ve-
getale e del substrato minerale che aveva ospitato le colture. 
I campioni per le analisi sano stati casi approntati: i «cespugli» sano stati 
prelevati dai vasi di coltura e si e separata la parte basale con abbondanza di 
tessuti parenchimatici (pseudocallo) dai germogli differenziati e ben sviluppati. 
Tutto il materiale e stato accuratamente lavato con H,O distillata per allonta-
nare i residui di substrato agarizzato, asciugato con carta filtro e pesato (peso 
fresco) quindi e stato posto in stufa ad 80' per la determinazione del peso sec-
ca. 
Anche i campioni dei tre substrati sano stati essiccati in stufa, prelevando 
per tutti una medesima quantita in peso fresco iniziale. Come riferimento ai 
valori analitici trovati per il substrato si e usato il caIco lo teorico dei substrati 
di partenza, senza tener canto delle leggere variazioni in Cl ed Na determinate 
dalla solubilizzazione del BAP e dalle operazioni di regolazione del pH. Tutti i 
campioni sano stati successivamente preparati per le diverse analisi con i me-
todi standard. 
La determinazione dell'N proteico e stata fatta secando il metodo Kjeldahl 
utilizzando selenio come catalizzatore e letlure all'autoanalizzatore; per la de-
teminazione dell'azoto totale e stato utilizzato il metodo Nehring (7). 
Per gli altri elementi, dopo la caIcinazione a 500', le ceneri sano state solu-
bilizzate con HCl, la determinazione e stata condotta come segue: il P e stato 
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Tab. 1 - Concentrazione salina totale (mMol) e ripartizione percentuale degli elementi minerali nei substrati PM e MS 
Total satine concenlralion (mMol) and percenl share ofthe mineral nlllrienls in the PM and MS media. 
Substrato mMolt/tot. N tal. P Ca Mg K Fe Mn Zn Cu 
PM 28,6 42,57 4,81 4,67 0,94 41,02 0,93 0,25 0,090 0,0003 
Altri 
4,63 
MS 45,6 39,84 1,83 5,68 1,72 37,16 0,26 0,34 0,092 0,0003 13,02 
Concentra~ 
zione teorica 
finaJe mgl! 
2110,3 
1286,0 
In tabella: - 1 valori riferiti ai diversi elementi ed alla concentrazione teorica finale sono determinati sulle quantita effettive di ciascuno, senza tener 
canto del sale o molecola impiegata neHe soluzione; 
- nella colonna «N totaJe» sono cumulate anche le quantlta di azoto apportate dalla frazione organica; 
- nella colonna «al tri» e indicata la somma percentuale aer seguenti elementi: cloro, sodio, zolfo, boro, cobalto, molibdeno, iodio e 
vanadio. 
In the table: - lhe values of lhe dijJerent ll11trients and of lhe total concenlrations are ob(ained by lhe actual amollnts of eac/¡ n/ltrien!, ¡rrespective of 
lile sall or molecllle employed in lile solution. - In lile «total N» column are also included lile N quanlities ofthe organicfi·aclion.-
In the «other» column is inclllded ,he percent sllOre ofthe following elements: ch/orine, sodillm, sulphu/', boron, cobalt, molybden, io-
dine and vanadium. 
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determinato per via colorimetrica con il metodo vanadio-molibdato, il K con il 
fotometro a fiamma, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu mediante assorbimento atomico 
(8). 
Risultati 
Nella tabella 2 sono riportati i valori medi (rilevati su 150 ciuffi di germogli) 
di peso fresco e percentuale di sostanza secca di un «cespuglio» (suddiviso in 
assi vegetativi e parte basale, pseudocallo e parti basali dei fusti) alla fine della 
subcoltura. 
E interessante sottolineare le differenze riscontrate fra le percentuali di so-
stanza secca determinate dai due substrati minerali; con il PM si hanno dei tes-
suti piu ricchi in acqua (minore sostanza secca) sia nei germogli che nel «cal-
lo»; cio puo far pensare a tessuti piu giovani ed in attivo accrescimento rispet-
to agli omologhi tessuti dell'MS. 
Nella tabella 3 son o riportati i valori analitici del contenuto in elementi mi-
nerali dei germogli e del callo al termine della subcoltura. Da una analisi della 
tabella e possibile mettere in evidenza la diversitit nella composizione chimica 
dei due tipi di tessuti analizzati; il callo, ad eccezione di K e Mn, presenta per 
tutti gli altri elementi e in tutti i substrati valori medi piu elevati rispetto ai 
tessuti differenziati. Questo potrebbe far ipotizzare una funzione di riserva, in 
generale, e forse di accumulo per alcuni elementi quali il ferro (475,2 ppm), lo 
zinco (274,6 ppm) e l'azoto (5,68%). Le analisi dei tessuti delle stesso tipo mo-
strano una relativamente ridotta diversita di composizione in relazione ai tre 
substrati impiegati; l'azione del tampone risulta assai limitata. La maggiore in-
fluenza si ha sul contenuto di azoto (totale e proteico) di Fe mentre in generale 
i livelli degli altri elementi non sono distanti fra loro. 
Nella tabella 4 sono riportati i dati ottenuti dall'analisi chimica dei substrati. 
In essa sono riportati i valori dei diversi elementi, all'inizio ed alla fine della 
coltura; per evidenziare l'influenza delle asportazioni si sono anche espresse le 
quantita residue come percentuale del valore iniziale. Tre elementi risultano 
molto ridotti rispetto ai valori iniziali: N, P, Zn. 
Tab. 2 - Valori medi di pesco fresco e percentuali di sostanza secca in germogli di melo e parte 
basal e (callo) di un cespuglio dopo 45 giorni di coltura. 
MS 
Mean vall/es al/resh weight and dry maller percenlages in apple SIIOOIS ami in lhe IOll'er 
pari (ca/lus) ofthe bush afie,. a 45 days culture. 
CESPUGLlO ASSI VEGETATlVI CALLO 
pes(I ¡;-esco % s.s peso Fesco % s.s peso fresco % s.s. 
g g g 
0,71 20,9 0;44 24,4 0,27 17,2 
MS+tamp. 0,62 21,7 0,37 26,5 0,25 16,8 
PM 0,78 16,5 0,41 19,5 0,37 13,3 
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Tab, 3 - Valori anal¡'tici rilevati al termine di una coltura di 45 giomi in espianti di melo «Golden Delicious» allevati sui substrati PM, MS ed MS 
+ tampone, Sopra: valori ricavati su germogli; salto: su callo con parte della base degli assi vegetativi. 1 valori dall'N al K sono espressi in 
% sulla s.s., dal Fe in ppm sulla 5.5, 
Anal)'licalmllles detected al lhe end o/ a 45 days Cl/IIUre in «Golden Deliciolls» app/e exp/ams, growl1 in dijjerenl media. Above: \'all/es 
obtained by Ihe S/¡OOIS; down: mIl/es .!i'OJ11 lhe cal/us and parlo/ Ihe basis o/lhe vegelalive axes. T/¡e \'all/es ./i'om N lo K are expressed as % 
a/d.m., (he alIJer in ppm o.{ d.m. 
NlOt. N praL P Ca i\:Jg K Fe Jln ZI1 Cu Ceneri 
(% s.s.) 
GERMOGLl 
PM 2,87 2,70 0,28 0,23 0,08 2,03 203,5 131, I 58,0 2,5 6,0 
MS 4,00 3,61 0,25 0,22 0,12 2,17 146,0 138,7 62,5 2,0 5,2 
MS+tamp. 4,12 3,86 0,27 0,21 0,12 2,07 132,5 135,2 62,8 2,0 4,7 
M 3,66 3,39 0,27 0,22 O, II 2,09 160,7 135,1 61,1 2,2 5,3 
CALLO 
PM 4,28 4,05 0,32 0,30 0,11 2,25 569,0 122,0 175,3 3,0 7,0 
MS 6,16 5,87 0,27 0,29 0,20 . 1,57 418,5 136,7 271,0 3,7 5,2 
MS+tamp. 6,60 5,87 0,31 0,28 0,19 1,05 438,0 120,2 296,2 2,0 4,5 
M 5,68 5,23 0,31 0,29 0,17 1,62 475,2 126,3 274,6 2,9 5,6 
Tab. 4 - Sostanza secca residua (%) nei diversi substrati e presenza degli eIernenti minerali all'ini-
zio (A) ed alla fine della coItura (B) con indicate le relative quantita residue % (C). 
Residual dry maller (%) in lile variolls slibslrales, and levels 01 lile mineral elemenls al 
lhe beginning (A) and lo lile end o/lile culture (B), with lile relatil'e percenl changes. 
Elemenli Substrati MS MS+lamp. PM 
S.S. residua % 45,14 59,94 54,69 
A 1,51 1,76 1,31 
N (%) B .0,78 1,01 0,62 
e 51,60 57,30 47,30 
A 0,09 0,09 0,16 
P (%) B 0,01 0,01 0,04 
e 11,10 11,10 25,00 
A 0,35 0,38 0,25 
Ca (%) B 0,35 0,38 0,18 
e 100,00 100,00 72,00 
A 0,10 0,10 0,04 
Mg (%) B 0,10 0,10 0,02 
e 100,00 100,00 55,50 
A 1,90 1,98 1,22 
K(%) B 1,90 1,98 1,03 
e 100,00 100,00 84,40 
A 143,00 130,00 308,00 
Fe ppm B 115,00 130,00 308,80 
e 84,00 100,00 100,00 
A 172,00 176,00 79,00 
Mnppm B 172,00 176,00 72,50 
e 100,00 100,00 91,80 
A 52,00 52,00 39,50 
Zn ppm B 8,00 8,00 6,00 
e 15,40 15,40 15,20 
A 2,50 2,50 2,50 
eu ppm B 2,50 2,50 2,50 
e 100,00 100,00 100,00 
L'azoto pur presentando una forte diminuizione, espressa come quantita 
(mediamente da1 40 al 50% rispetto alla quantita iniziale) e tuttavia ancora a 
livelli notevoli. E pertanto difficile pensare che possa averJaggiunto valori di 
«carenza», soprattutto per il fatto che i mezzi colturali in prova appartengono 
al gruppo ad elevata concentrazione totale ed, in particolare, di N. 
Il P presenta, alla fine della prova, asportazioni molto elevate con percen-
tuale residua dell'ordine del solo 11 % per I'MS e del 25% per il PM. Da questi 
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valori confrontati con queIli della tabella I si puó dedurre che nel substrato 
MS questo elemento e presente alla fine deIla prova in dosi basse, almeno rela-
tivamente agli altri componen ti. 
Fra i microelementi lo Zn, presente al termine deIla coltura, in quantita pra-
ticamente uguale nell'MS e nel PM, risulta essere queIlo che la pianta ha uti-
lizzato maggiormente con appena una frazione residua del 15% a fine coltura. 
Le forti asportazioni di N e di P sono giustificabili perche siamo in presenza 
di tessuti in attiva crescita, mentre quelle di Zn sono solo ipotizzabili, forse do-
yute ad una eIevata produzione di sostanze auxiniche nei tessuti e quindi un 
eIevato assorbimento con liveIli finali di Zn nei vegetali (in particolare nel cal-
lo) molto elevati. 
Per gli altri elementi, neIl 'MS, non si registrano differenze degne di rilievo, 
anzi in qualche caso (Mg, Ca, K) i probabili errori metodologici hanno ma-
scherato od anche superato le minime variazioni verificatesi. Nel PM, invece, 
si son o evidenziate in generale, deIle relative maggiori asportazioni di Ca, Mg, 
K. 
E doveroso riferire che in questo lavoro si e anche evidenziato jI problema 
deIla variazione, durante la coltura, deIla concetrazione del mezZQ dovuta a 
perdite di acqua che, indipendentemente da tutti gli altri fattori sperimentali, 
varia la disponibilita degli elementi e sostanze da parte degli espianti; questo si 
e verificato in tutti i substrati saggiati con probabili effetti suIl'assorbimento e 
quin di sui liveIli finali degli elementi analizzati. 
COllc/usioni 
1 primi risultati ottenuti con questo studio suIl'influenza del substrato suIlo 
stato nutrizionale degli espianti hanno permesso di riconfermare che la coltura 
in vitro i: un sistema dinamico i cui parametri sono difficilmente controIlabili 
ed ancora non privi di incognite. 
Dai valori analitici trovati nei tessuti vegetali risulta che il substrato condi-
ziona fortemente il tenore in s.s., inoltre tessuti od organi, apparentamente 
uguali, hanno invece profonde differenze almeno per la composizione in ele-
menti minerali nutritivi; soprattutto i liveIli in N sono diversi sia in reIazione 
aIla base nutritiva usata che ai tessuti analizzati (germogli e base con pseudo-
caIlo). 
Una differenza sostanziale si ha tra la composizione dei germogli e dei tessu-
ti aIla base degli espianti. Infatti questi ultimi sembrano assumere la funzione 
di tessuti di fiserva o punti di accumulo per I'N, Fe, e Zn. Per quel che riguar-
da infine la informazioni ricavabili daIl'analisi dei substrati a fine coltura, ri-
sulta che in questi son o fortemente diminuiti i liveIli di N, Pe Zn. In partico-
lare I'N decresce, in senso assoluto, piiI di tutti gli altri elementi riuniti anche 
se, in valore percentuale, e presente ad un IiveIlo pari al 50% di queIlo inizia-
le. II P si riduce soprattutto nel substrato MS dove raggiunge valori pari a poco 
piiI del 10% deIla concentrazione iniziale, lo Zn e sempre stato trovato con va-
lori molto bassi nei substrati a fine coltura, mentre nei tessuti e ben rappresen-
tato. 
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Si e parlato sempre di «variazioni» di nutrienti nel substrato sia perche per 
alcuni composti non e nota la quantitit parsa durante la fase di sterilizzazione e 
di coltura, in particolare dell'N (idrolisi e liberazione di NH" ossidoriduzioni) 
e dell'H,O (evaporazione), sia perche si e andati comunque incontro a processi 
di concentrazione dovuti a perdite di acqua durante la sterilizzazione (dell'or-
dine dell'I-2%) o per evaporazione e/o immobilizzazione nell'espianto (dell'or-
dine del 5-10%) oltre ad altre perdite non quantificabili. 
In questo lavoro pertanto si vuole solo fornire alcune prime indicazioni che 
scaturiscono dalla verifica del semplice dato analitico. Inoltre rima'ne anche da 
definire le perdite in materia organica, principalmente zuccheri metabolizzati o 
distrutli durante la respirazione. 
Hanno collaborato per la parte tecnica i sigg. A. BENELLI e R. GORETTI. 
Riassunto 
Sono state condotte delle prove di moltiplicazione in vitro di espianti di me-
lo ev. «Golden Delicious» su diversi substrati (PM, MS normale, MS con ag-
giunta di tampone sodiocitrato - sodio idrato). A fine coltura si e determinata 
la quantitil di elementi minerali nel materiale vegetale otlenuto in 45 giorni di 
crescita in vitro ed il loro livello. 
Per .I'analisi il materiale vegetale e stato suddiviso in «callo» (parte basale 
del ciuffo di germogli) e germogli (comprendenti fusto, gemme e foglie). Sono 
stati determinati sia per i substrati che per il materiale vegetale i seguenti ele-
menti minerali: N, P, Ca, Mg, K (espressi in percentuale sulla sostanza secca) 
Fe, Mn, Zn, Cu (espressi in ppm sulla s.s.). I risultati evidenziano che nel sub-
strato vi son o forti abbassamenti di concentrazione di N, P, Zn per gli ultimi 
due si potrebbe aver raggiunto limiti deficitario 
Negli espianti non sono state evidenziate le stesse variazioni in nutrienti che 
sono caratleristiche dei substrati. Solo per I'N si e rilevato un valore sensibil-
mente pili elevato nei tessuti vegetali cresciuti in MS. Una forte differenza esi-
ste invece nelle diverse parti dell'espianto diviso in «germogli» e «parti basa-
li». In questa ultima zona si accumulano I'N, Fe e Zn. Le informazioni otlenu-
te non possono in alcun modo essere ricondotle a situazioni in «vivo» ma da 
qui possono essere ricavati utili suggerimenti per tentare di migliorare le for-
mulazioni dei substrati minerali per la micropropagazione del melo. 
Apple micropropagation. Injluence ollhe medium on lhe conten! o/ sorne mineral nutrients in calM 
tus and explants o/ ev. «Golden Delicious». 
Tests of in vitro multiplication of apple explants (ev. «GoIden Delicious») have been carried out 
on several siJbstrates (PM, normal MS, MS with addition of sodium citrate - sodium hydi-ate buf-
fer). At the end of the culture the quantity of mineral nutrients in the vegetal material obtained in 
45 days of growth in vitro and their level was analytically determined. 
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For the analysis the vegetal material was subwdivided into «callus» (basal part of the bunch of 
shoots) and shoots (comprising stem, buds and ¡eaves). The following mineral nutrients were mea-
sured, both for the substrates and the plant material: N, P, Ca, Mg, K (expressed in percentage on 
the dry matter) Fe, Mn, Zn, Cu (expressed in ppm on the dry matter). The results prove that in the 
substrate occur marked decreases of concentration of N, P, Zn, for the last two deficiency limits 
could have been reached. 
The same variations in nutrients that are characteristic of the substrates were not detected in the 
explants. Only N showed a considerable increase in the plant tissues grown in MS. A strong diffe-
rence exists instead in the different parts of the explant, as divided into «shoots» and «basal parts». 
In this part «areas of accumulatiofl» were located for N, Fe and Zn. The infonnation obtained canw 
not in any way be compared to in «vivo» situations but useful suggestions can be drawn to try to 
better the mineral substrates fonnulations for apple micropropagation. 
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